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Nachweis von Kartoffelvirus V und Kartoffelblattrollvirus 
in Kartoffelproben mit zwei ELISA-Varianten 
Detection of potato virus V and potato leafroll virus in potatoes by two ELISA variants 
Von H.-L. Weidemann 
Zusammenfassung 
Es wurden zwei ELISA-Varianten, der Biotin-Streptavidin­
ELISA und der konventionelle „double antibody sandwich" 
(DAS)-ELISA verglichen im Hinblick auf ihre Eignung, Kar­
toffelvirus Y (PVY) zuverlässig in Knollen, Keimen und Blät­
tern und Kartoffelblattrollvirus (PLRV) in Keimen und Blät­
tern der Kartoffel nachzuweisen. Dabei wurde mit dem Bio­
tin-ELJSA im Knollen- und Keimtest ein höherer Anteil infi­
zierter Proben gefunden als mit dem DAS-ELJSA. 
Der Biotin-ELISA erreichte im Knollentest jedoch nicht die 
nach dem Blattest zu erwartenden Ergebnisse, so daß PVY 
mit dieser ELISA-Variante im Knollentest auch nicht zuver­
lässig nachzuweisen ist. Die Ergebnisse der Keimtests diffe­
rierten dagegen nur wenig mit denjenigen der Blattests, so daß 
der Biotin-ELISA für den Keimtest empfohlen werden kann. 
Die Ergebnisse waren unabhängig davon, ob die Knollen zur 
Brechung der Keimruhe zuvor mit „Rindite" oder mit Gibbe­
rellinsäure behandelt wurden. 
Abstract 
The biotin-streptavidin-ELISA and the conventional „double anti­
body sandwich"(DAS)-ELISA were compared in order to find a 
suitable method to detect PVY and PLRV in potato samples early 
after harvest. The tuber tests led to less satisfactory results with both 
ELISA variants. However, PVY and PLRV were found in sprouts 
with similar detection rates as in leaves by biotin-streptavidin-ELISA 
but not by DAS-ELISA. The results were not dependent on the 
method of breaking the dormancy. lt was not of importance whether 
the sprouts were induced by treatment with rindite or gibberellic acid. 
Since the biotin-streptavidin-ELISA is suitable for testing sprouts for 
PVY and PLRV with a similar reliability to the DAS-ELISA applied 
in leaf samples it could be recommended for testing potatoes early 
after harvest. 
Einleitung 
Im Rahmen der Pflanzkartoffeltestung auf Virusbefall hat sich 
der "double antibody sandwich"(DAS)-ELISA bewährt. 
Diese Testmethode liefert zuverlässige Ergebnisse bei der 
Verwendung von Blättern, sie versagt jedoch bei der Verwen­
dung von Knollen. Der Grund dafür liegt in der in ruhenden 
Knollen vorliegenden niedrigen Viruskonzentration, die erst 
nach Brechung der Keimruhe in der sich entwickelnden 
Pflanze ansteigt. Dies trifft insbesondere für das Kartoffelvirus 
Y (potato virus Y, PVY) zu (VETIEN et al., 1983, HtLL und 
JAcKSON, 1984, WEIDEMANN, 1984, McDONALD und CoLE­
MAN, 1984, EHLERS, 1985), aber auch für das Kartoffelblatt­
rollvirus (potato leaf roll virus, PLRV). Es ist deshalb für den 
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Test erforderlich, Pflanzen im Gewächshaus heranzuziehen, 
ein Verfahren, das arbeitsintensiv sowie platz- und zeitauf­
wendig ist. 
Um die Kartoffeltestung kostengünstiger zu gestalten und 
um die Ergebnisse möglichst bald nach der Ernte zu erhalten, 
wurden verschiedene ELISA-Modifikationen auf ihre Eig­
nung für den Knollen- und Keimtest überprüft. Es war das 
Ziel, einen Test mit gesteigerter Nachweisempfindlichkeit und 
geringen Hintergrundwerten zu finden, der sich ebenso gut 
handhaben läßt wie der derzeitig verwendete DAS-ELISA. 
Die meisten der Modifikationen versagten bei mindestens 
einer dieser Forderungen (WEIDEMANN et al., 1990, WEmE­
MANN und KoCI-1, 1992). Eine Variante, der Biotin-Streptavi­
din-ELISA (Biotin-ELISA), erwies sich jedoch als erfolgver­
sprechend. 
Deshalb wurden in den vorliegenden Untersuchungen beide 
ELISA-Varianten, der Biotin-ELISA und der DAS-ELISA 
im Hinblick auf ihre Nachweissicherheit an Knollen-, Keim­
und Blattproben verglichen. 
Material und Methode 
Kartoffelproben 
Knollen primär und sekundär infizierter Kartoffelpflanzen 
verschiedener Sorten wurden dem Feld entnommen. Die pri­
mär infizierten Kartoffelpflanzen erwuchsen aus gesunden und 
die sekundär infizierten aus bereits virusinfizierten Mutter­
knollen. Die primär infizierten Pflanzen wurden zuvor in 
Stichproben auf Infektionen mit PVY geprüft. 
Die Keimruhe der Knollen wurde im Versuchsjahr 1990/91 
mit „Rindite" gebrochen (vgl. DE BoKx, 1987) und im Ver­
suchsjahr 1991/92 mit Gibberellinsäure. 
Im Versuchsjahr 1990/91 wurde jede Probe mit beiden 
ELISA-Varianten dreimal getestet, und zwar: 
1. Die unbehandelte Knolle maximal drei Wochen nach der
Ernte. Die Saftprobe wurde dem Kronenende entnommen.
2. Der Keim nach Brechung der Keimruhe.
3. Das Blatt nach Anzucht von Augenstecklingspflanzen.
Im Versuchsjahr 1991/92 wurden nur die Keime und Blät­
ter, nicht jedoch die unbehandelten Knollen getestet. 
Behandlung der KnoJJen mit Gibberellinsäure 
Zur Brechung der Keimruhe mit Gibberellinsäure (GA) 
wurde eine Vorratslösung angesetzt, indem 1 g GA in 15 ml 
Äthylalkohol gelöst und mit destilliertem Wasser auf 1000 ml 
aufgefüllt wird. Sie kann bei 4 °C mindestens ein Jahr lang 
264 H.-L. WEIDEMANN, Nachweis von Kartoffelvirus Y 
gelagert werden. Für den Gebrauch wurde die Vorratslösung 
im Verhältnis 1:1000 verdünnt. Vor der GA-Behandlung wur­
den die Knollen am Kronenende mit einem korkbohrerähnli­
chen Messer verletzt und etwa 15 min in die GA-Lösung 
getaucht. Danach wurden die ganzen Knollen zum Keimen in 
ein Torfbett gepflanzt. 
ELISA 
In beiden Versuchsjahren wurden Keime von ca. 1 cm Länge 
getestet. Blattests wurden an etwa drei Wochen alten Pflanzen 
durchgeführt. Der Pflanzensaft wurde mit einer kombinierten 
Knollen- und Blattpresse (MEKU-Pollähne) gewonnen und 
verdünnt im Verhältnis 1: 10 mit phosphatgepufferter Koch­
salzlösung pH 7,2 (PBS), die 0,05 % Tween 20 (PBS-Tween) 
und 2 % Polyvinylpyrrolidon (PVP)wooo enthielt. 
PVY und PLR V spezifische Antiseren wurden in Kaninchen 
erzeugt. Die Konjugation der Immunglobuline mit Biotin 
erfolgte nach der Methode von STÄHLI et al. (1983). Nach 
Zusatz von 0,05 % Natriumazid und 5 mg Rinderserum­
albumin (BSA)/ml Konjugat wurden die Biotinkonjugate bei 
4 °C aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen waren sie minde­
stens 4 Monate verwendbar, ohne daß störende unspezifische 
Reaktionen auftraten. 
Der DAS-ELISA wurde nach Angaben von CLARK und 
ADAMS (1977) durchgeführt. 
Mikrotiterplatten (Greiner, No. 655001) wurden mit spezifi­
schem Immunglobulin (lgG) beschichtet, in dem 1 µg IgG/ml 
in 0,1 M Natriumkarbonatpuffer pH 9,6 gegeben wurde und 
die Platten damit 4 Stunden bei 37 °C in kubiert wurden. Nach 
Waschen der Mikrotiterplatten mit PBS-Tween wurde der 
Pflanzensaft zugegeben und über Nacht bei 4 °C in kubiert. 
Diese Schritte sind beiden ELISA-Varianten gemeinsam. 
DAS-ELISA: Nach einem weiteren Waschschritt wurden 
mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierte IgG (1 µg/ml) zu 
PBS-Tween gegeben, der 2 % PVP, 0000 und 0,2 % Eialbumin 
enthielt und die Platten 3 Stunden bei 37 °C in kubiert. Nach 
Waschen wurde als Substrat p-Nitrophenylphosphat, gelöst in 
Diäthanolaminpuffer pH 9,8, zugegeben und nach 60 min die 
Farbreaktion bei 405 nm gemessen (Titertek Multiskan MCC/ 
340). 
Biotin-ELISA: Anstelle der AP-Konjugate wurden biotiny­
lierte IgG (2 µg/ml) in PBS-Tween in die Mikrotiterplatten 
gegeben und 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach einem 
Waschzyklus wurde Strepavidin-AP-Konjugat (Boehringer, 
Mannheim), verdünnt 1:10000 mit PBS-Tween, zugesetzt. 
Nach Inkubation von 90 min bei 37 °C wurde nach einem 
letzten Waschgang ebenso wie beim DAS-ELISA die Sub­
stratlösung zugegeben und die Farbreaktion nach 30 min 
gemessen. Danach konnte es gelegentlich zu einer Erhöhung 
der Hintergrundwerte kommen. 
Die Proben wurden als virusinfiziert bewertet, wenn die 
Extinktionswerte (A405) höher waren als der Mittelwert der 
Gesundkontrollen zuzüglich der dreifachen Standardabwei­
chung. Extinktionswerte < 0,1 wurden als negativ bewertet. 
Ergebnisse 
Die Tabelle la zeigt die als PVY-infiziert bewerteten prozen­
tualen Anteile der Testproben. Von den ermittelten Prozent­
werten wurden die Konfidenzintervalle für die Vertrauens­
wahrscheinlichkeit 95 % errechnet und als obere und untere 
Intervallgrenze in der Tabelle aufgeführt. 
Der Probenumfang betrug jeweils etwa 1200-1000, wobei 
sich der höhere Wert auf die Knollen- und Keimtests bezieht 
und der niedrigere auf die Blattests, bedingt durch Schwund 
infolge Fäulnis. 
Bei der Beurteilung der Ergebnisse wurde davon ausgegan­
gen, daß die Ergebnisse der Blattests den wirklichen Befalls­
grad der Proben widerspiegeln. Sie dienten deshalb als Maß­
stab für die Bewertung des Biotin-ELISA. 
In den Blättern der sekundär infizierten und mit „Rindite" 
behandelten Proben wurden mit beiden Testmethoden ein 
nahezu gleicher Befallsgrad von 95, 1 bzw. 95,4 % ermittelt. 
Von diesen PVY-lnfektionen wurden zuvor in der unbehan­
delten Knolle mit dem Biotin-ELISA 72,3 % und mit dem 
DAS-ELISA 25,9 % gefunden. Dies weist zwar auf eine 
Tab. la. Virusnachweis an Kartoffelproben mit Biotin-Streptavidin-ELISA und DAS-ELISA 
Kartoffelvirus Y 
Brechung der 
Keimruhe mit: 
Knollen 
Keime 
Blätter 
Knollen 
Keime 
Blätter 
Rindite % Virusnachweis 
Biotin-ELISA 
69,4 
72,3* 
75,l 
88,2 
90,3* 
92,1 
93,5 
95,l* 
96,3 
48,8 
52,l* 
55, 1 
68,5 
71,5* 
74,2 
58,6 
61,7* 
64,7 
DAS-ELJSA 
23,3 
25,9* 
28,7 
65,2 
68,2* 
71,1 
93.9 
95,4* 
96,6 
18.5 
21,1* 
23,6 
41,8 
45,1* 
48,l 
48,4 
51,6* 
54.7 
Sekundärinfektionen Gibberellinsäure % Virusnachweis 
Biotin-ELI SA DAS-ELISA 
np np 
80,2 49,2 
82,7* 52,4* 
84.9 55,5 
87,l 86,2 
89,l* 88,4* 
90,l 90,2 
Primärinfektionen 
np np 
np np 
np np 
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 46. 1994 
H.-L. WEIDEMANN, Nachweis von Kartoffelvirus Y 265 
Tab. lb. Virusnachweis an Kartoffelproben mit Biotin-Streptavidin-ELISA und DAS-ELISA 
Kartoffelblattrollvirus 
Brechung der 
Keimruhe mit: 
Keime 
Blätter 
Rindite % Virusnachweis 
Biotin-ELISA 
81,5 
87,1* 
91,3 
83,8 
89,3* 
92,9 
a) Nachweis von Kartoffelvirus Y 
b) Nachweis von Kartoffelblattrollvirus 
DAS-ELISA 
45,8 
53,1* 
60,1 
83,8 
89,3* 
92,9 
* Prozentanteile der als virusinfiziert ermittelten Proben. 
Sekundärinfektionen Gibberellinsäure % Virusnachweis 
Biotin-ELISA 
74,3 
77,1* 
79,6 
77,1 
79,7* 
82,1 
DAS-EL!SA 
43,l 
46,3* 
49,4 
69,8 
72,7* 
75,4 
Als virusinfiziert wurden Proben gewertet, deren Extinktionswerte (Aios) > 0,1 waren. 
Die mittleren Extinktionen der Gesundkontrollen zuzüglich der 3fachen Standardabweichung betrugen A405 < 0,1. 
Obere und untere Grenzen: Konfidenzintervalle für die Vertrauenswahrscheinlichkeit 95 %
np: nicht geprüft
Probenumfänge pro Testreihe: Kartoffelvirus Y: Brechung der Keimruhe mit „Rindite" und Gibbercllinsäure: Knollen/Keime: 1200 
Blätter: 1000 
Kartoffelblattrollvirus: Brechung der Keimruhe mit 
„Rindite": Keime: 230, Blätter: 200 
Gibberellinsäurc: Keime: 1000, Blätter: 950
höhere Nachweisempfindlichkeit des Biotin-ELISA hin. Die 
gefundenen Befallsprozente sind aber noch zu gering, um ihn 
zuverlässig im Knollentest einsetzen zu können. In den Kei­
men wurde mit dem Biotin-ELISA bereits ein PVY-Befall von 
90,3 % ermittelt, mit dem DAS-ELISA ein Befall von 68,2 % . 
Damit erreicht der Biotin-ELISA hier fast das Ergebnis des 
Blattests. 
Bei den primär infizierten Proben weisen die Ergebnisse 
eine ähnliche Tendenz auf. Im Biotin-ELISA war der Befalls­
grad im Keimtest (71,5 % ) sogar höher als im Blattest 
(61,7 % ). Diese Unterschiede können auf der ungleichmäßi­
gen Verteilung der Viren in primär infizierten Knollen beru­
hen. Die im Blattest zwischen den beiden ELISA-Varianten 
auftretenden unterschiedlichen Befallsgrade (61,7 % bzw. 
51,6 % ) sind vermutlich darauf zurückzuführen, daß hier im 
DAS-ELISA durch die Verwendung eines überlagerten Kon­
jugates nicht alle Infektionen erfaßt wurden. Jm zweiten Ver­
suchsjahr, in dem „Rindite" durch Gibberellinsäure ersetzt 
wurde, wurden wegen der erwiesenen Unzuverlässigkeit des 
Knollentests nur noch die Keime und Blätter getestet. Die 
Befallsprozente der Blätter zeigten bei beiden ELISA-Varian­
ten mit 89,1 % bzw. 88,4 % abermals gute Übereinstimmung. 
Die Ergebnisse des Keimtestes waren beim Biotin-ELISA mit 
82,7 % wiederum denen des Blattestes ähnlich, der DAS­
ELISA ergab mit 52,4 % geringere Befallswerte. 
In Tabelle 1 b sind die Ergebnisse der Tests auf PLRV 
zusammengefaßt. In diesen Versuchen wurden nur sekundär 
infizierte Knollen verwendet. Bei den mit „Rindite" behandel­
ten Knollen betrug der Probenumfang 230-200, bei den mit 
Gibberellinsäure behandelten Knollen 1000-950. 
Ebenso wie bei den Tests auf PVY war auch hier der Biotin­
ELISA im Keimtest erfolgreicher als der DAS-ELISA. 
Die in beiden Versuchsjahren mit dem Biotin-ELISA ermit­
telten Befallswerte (87 ,1 % ; 77, 1 % ) unterschieden sich nur 
wenig von denen der Blattests (89 ,3 % ; 79, 7 % ) , und zwar 
unabhängig von der Vorbehandlung der Knollen mit „Rin­
dite" bzw. Gibberellinsäure. Der DAS-ELTSA schnitt im 
Keimtest weniger erfolgreich ab. Die hier gefundenen Befalls­
werte (53,1 % ; 46,3 % ) lagen deutlich unter denen des Blatt­
tests (89,3%; 72,7%). 
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Diskussion 
Die Eignung von Knollen- und Keimtests für den Virusnach­
weis wurde bisher nur mit dem DAS-ELISA geprüft. Dabei 
erwies sich der Knollentest insbesondere für den Nachweis 
von PVY als ungeeignet. Der Keimtest lieferte bessere Ergeb­
nisse, vorausgesetzt, die Keimruhe wurde künstlich mit „Rin­
dite" gebrochen, oder die Knollen wurden längere Zeit gela­
gert. Die dabei gewonnenen Ergebnisse waren unterschiedlich 
und reichten von Übereinstimmung (GuGERu und GEHRIN­
GER, 1980, MUNZERT und HEINLEIN, 1986, REK, 1987) bis zu 
unterschiedlichen großen Differenzen beim Vergleich von 
Keim- und Blattest (W1GGER, 1984, DED1c, 1988). 
In den vorliegenden Untersuchungen führte der DAS­
ELISA beim Keimtest nicht zu zuverlässigen Ergebnissen. Mit 
dem Biotin-ELISA wurden jedoch in Kartoffelknollen- und 
Keimen höhere Anteile infizierter Proben gefunden. Dies 
weist auf eine höhere Nachweisempfindlichkeit des Biotin­
ELISA hin, die bereits früher an Human-Antigen-/ Antikör­
pern-Systemen (KENDALL et al., 1983, ADLER-STRORTHZ et 
al., 1985), aber auch beim Nachweis von Pflanzenviren 
(HEw1sH et al., 1986) beschrieben wurde. Die Nachweisemp­
findlichkeit reicht jedoch nicht aus, um PVY in ruhenden 
Knollen zuverlässig nachzuweisen. Der Knollentest ist dem­
nach für einen zuverlässigen Virusnachweis derzeit noch unge­
eignet. Deshalb wurde bei den späteren Versuchen und bei 
den mit PLRV infizierten Proben auf den Knollentest verzich­
tet. Bei der Beurteilung der Nachweissicherheit wurde ange­
nommen, daß der Blattest den wirklichen Befallsgrad der 
Probe ausdrückt. Vergleiche der Blatt- und Keimtests zeigen, 
daß die Ergebnisse beim DAS-ELISA starke Abweichungen 
aufweisen, so daß diese Methode auch kaum für den Keimtest 
geeignet ist. Beim Biotin-ELISA sind dagegen die Differenzen 
sehr viel geringer, sie lagen bei diesen Untersuchungen stets 
unter 7 % . Bei Proben mit geringem Virusbefall dürften 
Abweichungen dieser Größenordnung das Testergebnis wenig 
beeinflussen. 
Der Keimtest hat den Vorteil, daß auf die Anzucht von 
Augenstecklingspflanzen verzichtet werden kann und dadurch 
das Ergebnis früher zur Verfügung steht. Die Durchführung 
des Biotin-ELISA korrespondiert in den meisten Schritten mit 
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der des DAS-ELI SA , a l l erdi ngs erfordert dieser Test zusätz­
lich einen Reaktionsschritt und einen Waschschri tt . 
Die Keimruhe der Knollen wurde im ersten Versuchsjahr 
mit „Rindite" gebrochen und im zweiten Versuchsjahr mi t  
Gibberellinsäure . D ie Verwendung des toxischen Rindi tege­
misches war zu dieser Zeit nicht mehr zugelassen . Die Ergeb­
nisse zeigen , daß PVY und PLRV nach beiden Behandlungs­
methoden am Keim mit dem Biotin-ELISA gleichermaßen 
nachgewiesen werden können . 
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berichtet ,  für fungizide Wirkung gibt es bisher nur wenige Anhalts­
punkte . 
Von den im Verlauf des Vorhabens geprüften Extrakten wiesen 
diejenigen aus den Kernen des Neem-Baumes die re lat iv beste fungi­
zide Wirkung im Plattentest gegenüber Rhizoctonia solani, Phyrium 
ulrim um und Aphanomyces cochlioides auf, Pi lze , die a l s  E rreger am 
Wurzelbrandkomplex der Zuckerrübe hauptsächlich bete i l igt sind . 
Das Extraktionsverfahren sowie d ie Aufreinigung der Rohextrakte 
wurden optimiert . Als am besten erwies sich eine Soxhlet-Extraktion 
un ter  Verwendung e i nes azeotropen Gemisches (Methy l - t -Buthyl­
ether: Methanol 85 : 15 ) .  Durch säulenchromatographische Trennung 
an Kieselgel wurden aus den Rohextrakten zwei untersch iedl iche 
Fraktionen mit fungizider Wirkung gewonnen und durch anschl ie­
ßende präparat ive Dünnschichtchromatographie (DC) weitgehend 
reine Substanzen erhalten .  Die fungizide Wirkung der m itte ls  DC 
getrennten Substanzen konnte mit Hilfe von B ioautographie unter 
Verwendung von Phoma berae als Testpilz erfaßt werden . Azadi rach­
tin , der  wichtigsten insekt iziden Substanz der Extrakte ,  kommt keine 
fungizide Wirkung zu,  v ie lmehr s ind e ine stärker hydrophi le und 
mehrere l ipoph i lerc Substanzen fungizid wirksam.  E ine  genauere 
Aufklärung der Chemie der wirksamen Verbindung konnte im Rah­
men dieser Arbei t  j edoch n icht erfolgen . 
Der Umhül lungsmassc von p i l l iertem Zuckcrrübcnsaatgut wurden 
Rohextrakte bzw . aufgere in igte Extrakte zugesetzt . I n  Gewächshaus­
versuchen war bei hohem l noku lumpotential der Wurze l branderreger 
nur e in  ungenügender Schutz der Rübenkeimlingc zu erreichen .  Bei 
höheren Dosierungen von Neemöl traten phytotoxische Effekte auf .  
Ledigl ich Neem-Schrot-Extrakte ohne weitere Anreicherung e rre ich­
ten e in  annährend dem Fungizid Hymexazol vergle ichbare Wirkung.  
Nach richtenbl . Deut. Pflanzenschutzei . 46 . 1 994 
